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HEME (Xenopus laevis) HALA RBA PRR BARA RB. A 
EH Joe PHERS BY HE SL GST- UVS.2 抗体 进行 Westen AMARA, Bae ha 
种 分 子 量 为 60 kD 的 大 组 分 ， 有 了 时 也 会 出 现 一 种 分 子 量 为 40 kD 的 小 组 分 。 含 有 太 组 分 的 酶 样 
品 具有 很 强 的 卵黄 腊 溶 解 活性 ， 而 只 含有 小 组 分 的 酶 样品 没有 卵黄 膜 溶解 活性 ， 尽 管 二 者 具有 
几乎 完全 相同 的 蛋白 酶 活性 。 一 系列 亢 黄 膜 溶 甫 活 性 分 析 的 结果 表明 ， 小 给 分 解 化 酶 也 参与 了 
对 VE 的 降解 ， 但 它 对 卵黄 膜 的 成 功 溶解 需要 大 组 分 铸 化 酶 的 协助 。 大 组 分 针 化 酶 中 的 CUB E 
复 区 对 卵黄 膜 的 分 子 结构 具有 识别 或 修饰 作用 ， 正 是 这 种 识别 或 修饰 作用 才 使 小 组 分 锤 化 酶 溶 
i RB BR AY TB 
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非洲 爪 蟒 早 期 凸 胎 的 钥 化 是 借助 于 组 化 酶 (batching enzyme, HE) 来 完成 的 ， 它 能 部 
分 降解 受精 膜 和 胶 层 (Carroll 等 ,1974; Yoshizaki 等 ,1991)。Urch 等 (1981) 曾 分 离 出 
此 酶 ,但 由 于 胚胎 产生 该 酶 的 量 极 少 ， 而 未 能 对 其 作出 详细 鉴定 。Sato 等 (1990) 在 非洲 
Mi Pe HH ERE TT UVS.2 【cDNA 名称 ，uterine-egg vitelline envelope soluble 的 缩写 ) 
基因 ， 它 特异 性 地 存在 于 非洲 爪 蛤 孵化 胚胎 头 背 部 的 孵化 腺 细胞 中 ,后 来 又 在 孵化 承 细胞 
中 失 测 出 了 其 转录 产物 和 翻译 产物 ， 且 这 些 产 物 随 着 孵化 过 程 的 结束 而 逐渐 消失 。 非 洲 扑 
@ HE cDNA 的 全 序列 已 被 测定 ， 且 根据 克隆 出 的 该 酶 的 cDNA 全 序列 确定 了 该 酶 的 一 级 
结构 (Katagiri 等 ，1997)。 最 近 ， 我 们 制备 出 了 抗 GST (glutathioneStransferase, #1 
Hik SBM) - UVS.2 抗 体 (由 GST-UVS.2 融合 蛋白 的 基因 工程 产品 制备 ); ÆA 
用 该 特异 性 抗体 作为 探 针 进一步 分 离 非洲 扑 虹 HE 时 ， 我 们 发 现 了 对 卵黄 膜 (vitelline en- 
velope, VE) 作用 方式 不 同 的 两 种 非洲 扑 蜡 HE 分 子 。 根 据 本 实验 中 所 得 到 的 关于 这 两 种 
HE 的 实验 结果 , 提出 了 有 关 非 洲 爪 给 HE 溶解 VE 的 分 子 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 
E, ESE SHARES ATLA. 
1.2 主要 试剂 
免 抗 GST- UVS.2 抗体 由 本 实验 室 自制 ; Superdex 75 HR 10/30 MRE, Mono 
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Q HR SA 全 阴离子 交换 柱 (pharmacia}; 纤维 素 转移 膜 (immobilon-P. millipore); PRR 
氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 免 IgG (H+L) (zymed)。 所 用 化 学 试剂 均 为 分 析 纯 。 
1.3 ERDRE 

EAA IE PH THH HCG (human chorionic gonadotropin， 人 绕 毛 膜 促 性 腺 激素 ) 诱 
SHED, A C3248 a At fe AE T 1710 Steinberg W (Steinberg 液 : 58 mmol/L Natt. 
0.57 mmol/L KCH, 0.34 mmol/L Ca(NO;)3, 0.85 mmol/L MgCh, 4.6 mmol/L Tris — 
HCl, pH7.4) F, ACHI]. HEAR AY BN HA RGR Nieuwkoop (1967) 的 发 育 时 
间 表 来 确定 。 
1.4 BROS 

发 育 至 第 20~ 22 期 的 胚胎 用 2.5% 硫 糖 酸 钠 (pH 8.3) RARE, ATHAR 
SR, E Steinberg RPI, MARA BA 35~36 期 后 , UFR (BN LR). 
FRA bia, TEAC 进行 67%SAS (WARE) 沉淀 ， 再 用 Hepes 一 NaOH 缓冲 液 
(50 mmol/L Hepes, 用 NaOH 调 pH 至 7.4) 进行 透析 和 浓缩 处 理 。 
1.5 酶 的 纯化 
1.5.1 HERE 将 67%SAS 沉淀 处 理 后 的 HE 粗 品 溶解 于 Hepes- NaOH A mR H, E 
样 于 Superdex 75 tt, FA Hepes GET BEL (0.5 mL/min) 并 分 部 收集 洗 脱 组 分 ， 用 
0.1% 二 甲 基 酪 蛋白 对 洗 脱 组 分 进行 蛋白 酶 活性 测定 。 具 有 高 酶 活性 的 组 分 用 Westem 杂 
交 进 行 HE 分 子 鉴定 ， 并 测定 其 VE 溶解 活性 ; 含有 HE 分 子 并 具有 VE 溶解 活性 的 组 分 ， 
作为 Superdex 75 纯化 样品 使 用 。 
1.5.2 阴离子 交换 将 67% SAS 沉淀 处 理 后 的 HE 粗 品 上 样 于 Mono Q 柱 ， 用 含 0.5 
mol/L NaCl 的 Hepes 缓冲 液 进 行 线性 梯度 洗 脱 《1.0 mLymin)， 分 部 收集 洗 脱 组 分 并 进行 
酶 活性 测定 。 具 有 高 酶 活性 的 组 分 同样 用 Western 杂交 进行 HE 分子 鉴定 ， 并 测定 其 VE 
溶解 活性 ; 含有 HE 分 子 的 活性 组 分 ， 既 脱盐 和 浓缩 后 ， 作 为 Mono Q@ 纯 化 样品 使 用 。 
1.6 Western 杂交 

SDS- FE PS i OBE He ae BE HS A. Western 杂交 分 别 参 照 Laemmli (1971) 和 Katagiri 等 
(1997) WF. BAR ADR ARRB EARL, MA 0.1% BAA 5% ED 
粉 在 37C 封闭 1h 后 , MIENTE HE 的 特异 性 GST - UVS.2 抗体 〈1:1000 ) MERGE 
氧化 物 酶 标记 的 羊 抗 免 IgG (H+L) (1:500) RAAB, PAA BCIP/NBT 磷酸 酶 显 色 
系统 进行 显 色 处 理 。 
1.7 各 种 HE 样品 的 VE 溶解 活性 分 析 

经 HOG 诱导 所 得 成 就 卵 ， 用 2.5% 硫 粮 酸 钠 脱 去 胶 层 后 , 选 出 动物 极 白 点 向 上 的 活 久 
BDA A RR AABN: 将 0.3 mL HE 样品 注 人 铺 有 琼脂 的 24 孔 培 养 板 孔 中 ， 加 人 6 个 去 
RRR AR SEA SR. E 10 min 观察 1 次 ， 记 录 VE 被 溶解 的 时 间 和 个 数 。 


2 结 R 


所 得 各 种 HE 粗 品 ， 用 其 特异 性 抗 GST - UVS.2 抗体 进行 Westem 杂交 ， 发 现 HE 粗 
品 中 含有 分 子 量 为 60 kD 的 组 分 , 有 时 也 含有 分 子 量 为 40 kD 的 组 分 ; 而 67%SAS 沉淀 样 
品 中 同时 含有 60 kD 和 40 kD 两 种 分 子 量 的 组 分 (图 1); 这 两 种 组 分 均 为 非洲 瓜 凡 的 HE, 
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MABC D A.E 
1 HE AAR Western 杂交 4 Superdex 75 纯化 组 分 与 Mono Q 纯化 组 
Fig. | Western blotting of crude HE preparations 分 的 Western 杂交 
A, B. MALWA 【hatching medium); C, D. 67% SAS 沉 Fig. 4 Western blotting of purified Superdex 75 
淀 样品 (67% SAS precipitates); M. SDS-PAGE 用 标准 and Mono Q fractions 


HA, AITE (kD) 如 图 左 所 示 [ prestained SDS A. Superdex 75 纯化 样品 《下 组 ) [Superdex 75 fractions 


PAGE standards, molecule markers with molecular weights (group [)]; B. Mono Q Sikta (IA) [Mono Q 


(kD) indicated in the left]o fractions (group I )] 。 


来 自 1 500 EAB ARAL 67% SAS 沉淀 ， 上 样 于 Superdex 75 凝 胶 过 滤 柱 后 , 用 
0.1% 二 甲 基 酷 蛋白 对 回收 组 分 进行 酶 活性 测定 ( 洗 脱 曲线 见 图 2), 收集 高 酶 活性 的 峰值 
组 分 进行 Western 杂交 和 VE 溶解 活性 测定 (600 个 胚胎 /mL)。 峰 置 的 Western 杂交 见 图 
4 (A), 其 VE 溶解 活性 见 表 1。 


—e EAB 


g 400 一 一 280m 光 服 收 1 50 
E 
& 350 BS 
S $h 40 吕 
s 
号 250 30 k 
E 200 A g > 
= 20 3 
© 150 E 
a 100 0 g 
u? S 
wo So s o s wo s 
回收 组 分 编号 


2 HE 粗 品 的 Superdex 75 Rit MH BST 
Fig. 2 Chromatography of crude HE by Superdex 75 gel-filtration column 
WIP ARES Hh RAMA: I A 6~8 号 ), 工 组 (第 14 一 17 号 ), 严 组 (第 19 一 22 
5), NACH 23~25 号 ),Y 组 { 第 26~28 号 )。 严 组 回收 组 分 的 Western 杂交 结果 如 图 4 所 示 [ peak tra- 
ctions with high proteolytic activities on dimethyl casem were pooled in groups as follows:group 工 [fra.6 一 8)， 
group I (fra.14~17), group I (fra. 19~22),group W (ira. 23~25), and group V {fra.26~28). Westem 
blot of group Il was shown in Fig. 4. Je 
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FE A 3 O00 SAAR AUF ERR AY 67% SAS 沉淀 , 溶解 于 Hepes Arit, LF Mon Q 
阴离子 交换 柱 。 用 0.1% 二 甲 基 酷 蛋白 对 回收 组 分 进行 酶 活性 测定 ， 发 现 二 甲 基 酯 蛋白 的 
最 高 酶 活性 位 于 0.1 一 0.2 mol/L NaCl 的 洗 脱 组 分 中 〈 洗 陪 曲线 见 图 3)。 分 组 收集 高 酶 活 
性 的 峰值 组 分 进行 Western 杂交 和 VE 溶解 活性 测定 (600 个 胚胎 /mL)。 第 工 组 组 分 的 
Western 杂交 见 图 4 (B)， 其 卵黄 膜 溶解 活性 见 表 1。 

家 1 Superdex 75 与 Mono Q 纯化 样品 的 VE 溶解 活性 及 蛋白 醉 活性 


Table 1 The VE-solubilizing and proteolytic activitles of purified 
Superdex 75 and Mono Q fractions 


mego —__RRBRORG ORR + RAH? 免疫 活性 分 子 9 
30 min 40 mmn 50min 120 mn (nmol/L AMC) (kD) 
HE # ir 3 5 6 113 60 or 60 + 40 
67 %SAS 样品 3 4 6 122 60 + 40 
Superdex 75 样品 3 5 6 102 60 + 40 
Mono QF fh 0 0 0 ge 98.3 40 


中 各 种 HE 组 分 的 浓度 为 600 个 胚胎 /nL (the concentration of each HE preparation was 600 embryos/mL). 
ORAY 0.1% —FAMBBA (0.1% dimethyl casein was used as a substrate), 
DEF Western 杂交 (based on Westem blot), QMRBAR+ TBA (VEs were swollen). 


z 下 gawa J100 
— Wm 光山 收 
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55 
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as 40 
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i 20 


蛋白 酶 活性 (nmoyL AMC/mmn) 
280 nm HMR (OD230 1 


5 o 
0 t 20 30 40 50 60 


回收 组 分 编号 
图 3 HE 粗 品 的 Mono Q 阴离子 交换 柱 层 析 
Fig. 3 Chromatography of crude HE by Mono Q anion-exchange column 
对 二 甲 基 酷 货 白 具有 高 酶 活性 的 峰值 组 分 分 别 收 集 为 ,组 (第 1~3 号 ), 卫 组 第 8~11 号 ), 且 组 {第 15~18 
S$), 第 [组 回收 组 分 的 Western 杂交 结果 如 图 4 所 示 [ peak fractions with high proteotytic acuviues on dimethyl 
casein were pooled in groups as follows: group I {fra.1~3),group [I (fra.8~11),and group Ill { fra. 15~18). 
Western blot of group [I was shown in Fig. 4. Je 

对 所 得 HE 纯化 样品 ， 用 抗 GST - UVS.2 抗体 进行 Western 杂交 ， 发 现 Superdex 75 
纯化 样品 中 同时 含有 分 子 量 为 60 kD 和 40 kD 的 两 种 阳性 HE 组 分 ; 而 Mono Q 纯化 样品 
只 会 有 一 种 分 子 量 为 40 kD 的 阳性 HE 组 分 {图 4)。 

为 了 验证 二 者 的 VE 溶解 活性 ， 本 文 又 将 分 子 量 为 40 kD 的 组 分 与 浓度 极 低 的 Su- 
perdex 75 纯化 样品 (24 个 胚胎 /mL) 混合 起 来 。 极 度 稀释 后 的 Superdex 75 纯化 样品 本 身 
不 能 溶解 VE, 但 它 与 Mono Q 纯化 样品 的 混合 物 能 溶解 VE, 而 且 能 在 50 min 内 将 VE 完 
全 溶解 ( 表 2)。 
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表 2 AM Superdex 75 纯化 样品 对 Mono Q 纯化 样品 VE 溶解 活性 的 影响 
Table 2 Effect of the addition of Superdex 75 fraction on VE-solnbilizing 








activity of Mono Q fraction 
: BR AR EEE AE BY SH t 
Ab ee RE AS 
40 nün HM nun 120 nün 
Mono Q (1 000) 0 0 07 
Superdex 75 (24) 0 0 0 
Mono Q (976) + Superdex 75 (24) 2 6 


Mono Q, Mono Q 纯化 样品 ; Superdex 75, Superdex 75 纯化 样品 ;括号 内 表示 HE 样品 
BRRR UER A mL) (numbers in parentheses represented enzyme concentrations expressed 
as the number of embryos per millibtre from which HE had been prepared). 

加 卵黄 膜 发 生 了 膨胀 (VEs were swollen). 

为 了 验证 二 者 在 溶解 VE 时 的 相互 作用 关系 , 本 文 又 用 极度 稀释 为 20 个 胚胎 AnL 的 
Superdex 75 纯化 样品 对 去 胶 膜 未 受精 卵 进行 了 10 min 短 时 处 理 , 用 De Boar 溶液 (110 
mmol/L NaCl, 1.3 mmol/L KCl. 1.3 mmol/L CaCl, 5 mmol/L Tris- HCl, pH7.4) 清洗 后 
放 人 浓度 为 1 000 SEA /mL 的 Mono Q 纯化 样品 中 、 结 果 在 90 min 内 VE 被 完全 溶解 ; 
对 照 表明 ， 用 极度 稀释 的 Superdex 75 纯化 样品 对 未 受精 卵 进行 10 min 短 时 处 理 ， 并 未 使 
VE 发 生 任 何 可 见 变化 【 表 3)。 

#3 FA Superdex 75 纯化 样品 对 VE 的 预 处 理 对 Mono Q 纯化 样品 
VE 溶解 活性 的 影响 


Table 3 Effect of pretreatment of the VE with Superdex 75 fraction on 
the VE-solubilizing activity of Mono Q fraction 


OO BB Pa AE YH HE 








处 理 用 样品 了 

80 min 90 min 120 nun 
Mono Q (1 000) 0 0 0° 
Superdex 75 (24) 0 0 0? 
Superdex 75 (20) 1° "Mono Q (1.000) 2 6 
Superdex 75 (20) 10 TinDe Boar if 0 0 0 


D 括 导 内 表示 VE PAE (EAR mL) (numbers in parentheses represented enzyme 
concentrations expressed as che number of embryos per millilitre from which HE had been 
prepared) o 

(G8 BEAR RETIE (VEs were swollen). 


3 讨论 

AEA TM HE 是 非洲 爪 得 早期 胚胎 从 受精 膜 中 邬 化 出 来 时 具有 重要 作用 的 一 种 蛋白 
酶 。 本 文通 过 对 该 酶 进行 分 离 纯化 ,发现 了 分 子 量 为 60 kD 和 40 kD 的 大 小 两 种 组 分 , 并 
利用 该 酶 的 特异 性 抗 GST- UVS.2 抗体 证 明 二 者 均 为 非洲 乐 录 HE. 

去 胶 膜 未 受精 卵 与 浓度 为 600 个 胚胎 /mL 的 同化 液 或 67% SAS EERE R, 15 
min 内 VE 即 发 生 膨胀 , 40~50 min 内 VE 即 可 被 完全 溶解 。 相 反 ， A REAR SHG RIA 
卵 与 同 浓度 的 通化 液 或 67%SAS 沉淀 在 相同 条 件 下 即使 共同 钴 育 达 数 小 时 , 受精 膜 也 不 能 
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被 完全 溶解 ， 尽 管 能 发 生 某 种 程度 的 膨胀 。 鉴 于 VE 作为 HE 的 天 然 底 物 具 有 简便 性 和 可 
靠 性 。 因 此 , 本 文 使 用 元 胶 膜 未 受精 卵 ( 即 用 VE) 来 鉴定 HE 的 生物 学 活性 。 

通过 VE 溶解 活性 分 析 , 发 现 分 子 量 为 60 kD 的 大 组 分 具有 很 强 的 VE 溶解 活性 ,而 
分 子 量 为 40 kD 的 小 组 分 则 不 具有 VE 溶解 活性 。 小 组 分 虽然 没有 VE 溶解 活性 ， 但 仍 具 
有 蛋白酶 活性 , 且 能 使 VE 发 生 某 种 程度 的 膨胀 , 说明 小 组 分 HE 对 VE 还 是 有 一 定 作用 
的 。 当 含有 小 组 分 的 酶 样品 与 已 极度 稀释 而 自身 又 不 能 溶解 卵黄 膜 的 含有 大 组 分 的 酶 样品 
混合 后 , 又 恢复 了 VE 溶解 活性 。 说 明 小 组 分 HE 的 确 参与 了 对 VE 的 降解 , 而 且 它 对 VE 
的 降解 是 通过 与 大 组 分 HE 相互 配合 来 完成 的 。 用 极度 稀释 的 含有 大 组 分 的 酶 样品 作 短 时 
处 理 后 的 VE 也 能 为 小 组 分 所 溶 和解， 表明 小 组 分 HE 对 VE 的 成 功 溶解 , 需要 大 组 分 HE 
的 协助 。 由 此 推 知 , 大 组 分 HE 或 其 中 某 一 部 分 结构 在 对 VE 分 子 结构 的 识别 或 修饰 中 具 
有 重要 作用 。 

上 述 两 种 HE 组 分 在 溶解 VE 时 相互 配合 ， 向 我 们 提出 了 这 样 一 个 问题 ， 二 者 在 相互 
配合 溶解 底 物 腊 时 ， 是 否 像 鱼 类 的 HE 那样 它们 分 别 基 两 种 不 同 的 酶 ， 而 不 是 同一 种 酶 
的 两 种 不 同形 式 (Yasumasu 等 ，1988)。 概 据 Western 杂交 的 结果 ， 非 洲 爪 蛤 HE 的 分 子 
量 为 60 kD， 在 纯化 操作 过 程 中 有 时 也 会 局 时 出 现 分 子 量 为 40 kD 的 小 组 分 HE。 小 组 分 
HE 出 现 的 时 间 和 量 的 变化 表明 ， 它 可 能 是 60 kD 大 组 分 HE 的 降解 产物 。 两 者 均 具 有 很 
强 的 蛋白 酶 活性 ， 说 明 大 组 分 HE 的 蛋白 酶 活性 同样 存在 于 小 组 分 HE 中 。 这 个 观点 也 为 
Mono QQ 纯化 样品 与 Superdex 75 纯化 样品 具有 相同 的 MCA - 底 物 特异 性 以 及 对 各 种 蛋白 
酶 抑制 剂 具有 完全 相同 的 敏感 性 的 实验 结果 ( 另 文 发 表 ) 所 支持 。 因 此 ， 本 文 认 为 ， 小 组 
分 HE 只 是 大 组 分 HE 在 纯化 操作 过 程 中 降解 或 自身 降解 后 所 残留 下 的 一 个 蛋白 酶 功能 
区 。 这 种 观点 也 为 最 近 在 非洲 爪 虹 HE 的 一 级 结构 中 两 个 CUB (补体 亚 组 分 Cir/Cis, 
Uegf, Bmpl) 重复 区 的 发 现 所 支持 : 所 测 出 的 该 酶 的 成 熟 蛋白 含有 425 个 氨基 酸 ， 包 括 
位 于 NN 一 端的 一 个 200 个 氨基 酸 的 金属 蛋白 酶 功能 区 和 位 于 C- 端 的 两 个 各 110 TAER 
的 CUB 重复 区 (Katagiri 等 ，1997)。 两 个 CUB 重复 区 的 推测 分 子 量 约 为 20 kD。 从 大 小 
上 看 ， 小 组 分 HE 可 能 是 大 组 分 HE 的 降解 产物 。 此 外 , 含有 金属 蛋白 酶 和 CUB 重复 区 的 
很 多 蛋白 ,如 人 的 BMP-1, BRST HBA (spermadhesin). RMA Tolloid、Uegt、 
AS 蛋白 等 ， 均 是 参与 发 育 过 程 调节 的 蛋白 质 (Bork 等 ，1993; Sanz 等 ，1992), 其 中 精 
子 咎 接 蛋 白 作为 透明 带 和 粮 链 的 结合 蛋白 而 起 作用 。 鉴 于 非洲 爪 蜡 HE 与 精子 粘 接 蛋白 在 
结构 和 功能 上 具有 相似 性 ， 由 此 推 知 ， 大 组 分 HE 中 的 CUB 重复 区 很 可 能 是 作为 一 个 胚 
胎 外 被 结合 区 在 起 作用 。 所 以 ， 当 大 组 分 HE 降解 为 小 组 分 HE 时 ， 所 丢失 的 那 部 分 结构 
很 可 能 就 是 C 一 末端 的 两 个 CUB 重复 区 ， 而 此 CUB 重复 区 很 可 能 与 VE 溶解 活性 有 关 ， 
它 可 能 在 对 VE 的 识别 或 修饰 中 具有 重要 作用 。 小 组 分 HE 只 代表 了 大 组 分 HE 中 N-R 
端的 一 个 金属 蛋白 酶 功能 区 ， 所 以 小 组 分 HE BRA ARR BRA, BRAS 
VE 溶解 活性 。 对 这 种 观点 的 进一步 证 明 ， 需 要 进一步 纯化 出 分 子 量 为 60 kD 的 HE 纯 品 ， 
目前 有 关 这 方面 的 实验 工作 正在 进行 中 。 
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THE MODE OF ACTION ON VITELLINE ENVELOPE OF 
Xenopus HATCHING ENZYME MOLECULES 
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(@ Division of Biological Sciences, Graduate School of Science, Hokkaido University, Sapporo 060, Japan) 


Abstract 


The medium in which prehatching Xenopus laevis embryos were cultured (hatching medi- 
um) can solubilize vitelline envelope (VE) of dejellied uterine eggs and dimethyl casein. West- 
ern blotting analyses with antibodies against hatching enzyme revealed the presence of 60 kD, 
and occasionally 40 kD molecules in hatching medium. Results on VE-solubilizing activity assay 
indicated that the fractions containing 60 kD molecules exhibited strong solubilizing activity but 
those containing 40 kD alone did not, although both fractions exhibited the same level of prote- 
olytic activities. However, solubilization of VE was obtained when the 40 kD fractions were 
mixed with an extremely low concentration of 60 kD fractions that can not solubilize VE by it- 
self, or were applied to the VE that had been pretreated with a low concentration of 60 kD frac- 
tions We proposed that recognition and/or processing of VE by CUB repeats in 60 kD 
molecules made VE's solubilization possible by 40 kD molecules. 

Key words Xenopus laevis, Hatching enzyme, VE-solubilizing activity, CUB repeat 
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